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Determinación de una mutación puntual en el gen Est9 de 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus resistente a organofosforados 
Detection of a point mutation in the Est9 gene of Rhipicephalus 
(Boophilus) microplus resistant to organophosphates
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La garrapata común de los bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es considerada uno de los principales parásitos 
que afecta a los animales en pastoreo en áreas 
tropicales y subtropicales de América, África, Asia 
y Australia (Murrell & Barker, 2003). Este ácaro 
genera grandes pérdidas económicas, al disminuir 
la producción de leche y carne, deteriora la calidad 
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de las pieles por su picadura, afecta la salud por 
inocular toxinas en el animal y ocasiona pérdidas 
de sangre y principalmente tiene la capacidad 
de transmitir agentes causales de enfermedades 
altamente patógenas. En Colombia, la piroplasmosis 
o ranilla roja generada por el protozoario Babesia 
4".%+"2&, la anaplasmosis o ranilla blanca generada 
por la rickettsia H2&#'&)+&* +&,."2&'%, así como la 
babesiosis cerebral generada por la Babesia bovis, 
son enfermedades prevalentes en regiones donde 
R. microplus está presente (Vargas et al., 2010; 
Benavides et al., 2012; Domingues et al., 2012; Diaz 
& Vallejo, 2013).
El control de la garrapata se basa principalmente 
en el uso de compuestos químicos como 
organofosforados, piretroides y amidinas, cuya 
aplicación se realiza a través de baños de aspersión, 
lactonas macrocíclicas de uso parenteral o 
fenilpirazolonas y benzoilfenilureas de aplicación 
tópica en el dorso del animal. En el caso de los 
acaricidas para aspersión, que son los de mayor 
uso, con frecuencia se aplican sin seguir criterios 
técnicos, por lo que se efectúa un excesivo número de 
aplicaciones o se emplean volúmenes inadecuados 
del producto por animal  acelerando el desarrollo 
de  resistencia (Alonso-Diaz et al., 2006; Domingues 
et al., 2012). 
La resistencia a acaricidas en R. microplus es un 
problema en aumento a nivel mundial, debido al 
frecuente e inadecuado uso de este producto, se  han 
seleccionado  poblaciones de garrapatas capaces 
de resistir dosis de acaricidas que normalmente 
serían letales, característica esta  de tipo genético y 
heredable (Rosario-Cruz et al., 2009; Domínguez-
García et al., 2010). Actualmente, la quimioresistencia 
en garrapatas ha sido diagnosticada en 75 países de 
un total de 151 que fueron incluidos en un estudio 
realizado por la Organización Mundial de Salud 
Animal, quien lo considera como el mayor problema 
para controlar esta plaga, dada la disponibilidad 
cada vez menor de nuevos compuestos acaricidas 
(Nari, 2011; Domingues et al., 2012). 
Durante las tres últimas décadas la resistencia a 
acaricidas en R. microplus se ha estudiado desde 
aspectos toxicológicos, metabólicos y genómicos. De 
igual forma se han investigado las bases genéticas 
de resistencia hacia estos ácaros en los bovinos, su 
única especie hospedadora, y la variabilidad de esta 
característica entre razas (Rosario-Cruz, et al., 2009; 
Porto Neto et al., 2011). Se han diseñado pruebas 
biológicas para detección de resistencia acaricida 
en R. microplus como la Prueba del Paquete 
Larval (LPT) o la Prueba de Inmersión de Adultas 
(AIT), técnicas que requieren la manipulación de 
acaricidas, consumen gran cantidad de tiempo para 
su ejecución y son lentas para arrojar resultados, 
por lo cual el desarrollo de nuevas metodologías 
de diagnóstico de resistencia, basadas en pruebas 
moleculares y bioquímicas es una alternativa 
para lograr una más rápida y sensible detección 
de resistencia (Rosario-Cruz, et al., 2009; Hunt, 
2011). Es por esto que se trabaja intensamente 
+,) &.) */+,"*-$.$*0,) /+) 1.!$./'!+() /+)  234) 5%+)
permitan detectar tempranamente las frecuencias 
genotípicas y alélicas de genes relacionados con 
!+(*("+,$*.).).$.!*$*/.(4).)-,)/+)6'/+!)/*!+$$*',.!)
oportunamente planes de manejo y control de esta 
+(6+$*+)/+)7.!!.6.".4).,"+()/+)5%+)(+)1.,*-+("+)&.)
situación de quimioresistencia en campo (Jabbar et 
al., 2005; Chevillon et al., 2007a).  
Investigaciones realizadas en países como EEUU, 
89:*$');)<!.(*&)=>+!,?,/+@)+").&A4)BCCCD)<.E-)et al., 
2007; Chen et al., 2009), encontraron que mutaciones 
6%,"%.&+() +,) 7+,+() $'/*-$.,"+() /+) .&7%,.()
enzimas aumentan la actividad hidrolítica de estas 
hacia acaricidas piretroides y organofosforados, 
como sucede en el gen EstF) $'/*-$.,"+) /+) %,.)
carboxilesterasa (Guerrero & Nene, 2008), en el que 
se presenta la sustitución de un nucleótido guanina 
por adenina, con lo cual las garrapatas portadoras 
/+&).&+&')1%".,"+)5%+)*,$&%;+)./+,*,.)1.,*-+(".,)
fenotípicamente algún grado de resistencia 
hacia estos acaricidas por el incremento de la 
actividad hidrolizante de la enzima, mecanismo de 
/+"':*-$.$*0,) +,@*1?"*$.) 5%+) G.) (*/') !+$','$*/')
como una de las respuestas principales en R. 
microplus (Chevillon et al., 2007b; Rosario-Cruz et 
al., 2009). Dicha sustitución nucleotídica genera 
un sitio de reconocimiento para la enzima de 
restricción EcoRI, permitiendo desarrollar la técnica 
/+) H'&*1'!-(1'() /+) I',7*"%/) /+) J!.71+,"'() /+)
Restricción (RFLP) con la cual se puede diagnosticar 
&.)!+(*("+,$*.)+,)+&)?$.!')=<.E-)et al., 2008; Guerrero 
et al., 2008; Domínguez-García et al., 2010; Rodríguez 
et al., 2011). En Colombia, mediante esta técnica se 
demostró la presencia de la mutación puntual en el 
gen Est9 de individuos de R. microplus resistentes a 
piretroides colectados en campo en el municipio de 
Ibagué, Tolima  (Díaz & Vallejo, 2013).
Por lo anterior, la presente investigación buscó 
/+"+$".!) /*$G') 6'&*1'!-(1') +,) 7.!!.6.".()
Rhipicephalus (B.) microplus colectadas en una 
-,$.) $',) G*("'!*.&) /+) !+(*("+,$*.) .) .$.!*$*/.()
organofosforados, empleando las técnicas de PCR 
I"&U*%/*&'3*_(/&$";2*%2*%'*.%2*<)/=*5%* 7*+"$ -#'()
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(Reacción en Cadena de la Polimerasa) y RFLP, 
*/+,"*-$.,/')+&)7!./')/+).('$*.$*0,)+,"!+)E+,'"*6'()
y genotipos resultantes. 
Materiales y métodos 
Colección de especímenes
Teleoginas (hembras repletas de sangre de más 
de 7mm de tamaño) de R. microplus se colectaron 
+,) %,.) -,$.) &+$G+!.4) %K*$./.) +,) +&) 1%,*$*6*')
de Ibagué, Tolima, a una altura de 1250 msnm, 
con temperatura ambiental promedio de 26°C 
y humedad relativa del 70%. En el predio se 
encontraba un rebaño de bovinos, tipo mestizo 
(cruces de Cebú, Pardo Suizo y Holstein) y se 
presentaba un historial de resistencia a acaricidas 
organofosforados, piretroides y formamidinas 
que obligaba a realizar baños de aspersión con 
intervalos de 10 a 15 días. 
Los especímenes fueron colectados al azar, 
desprendiéndolos manualmente y cuidando que 
sus piezas bucales no se separaran. Se colocaron en 
un recipiente acondicionado con trozos de papel 
en el fondo y  se transportaron al Laboratorio de 
Investigaciones en Parasitología Tropical de la 
Universidad del Tolima. 
Detección de resistencia a organofosforados
Las garrapatas capturadas fueron sometidas a 
una prueba in vitro) /+) *,1+!(*0,)6.!.) */+,"*-$.!)
los individuos resistentes y susceptibles (FAO, 
BCCLD)J%!&',74)BCCBD)<.E-)et al., 2007). Para ello, se 
utilizó un compuesto organofosforado comercial 
de uso común en la región, cuyo principio activo 
es ethion al 83%, empleando la dosis de 0,75 ml del 
organofosforado por litro de agua recomendada 
por el fabricante para uso en campo. Un grupo 
de 45 teleoginas fue sumergido en 200 ml de la 
solución durante tres minutos, mientras otro 
grupo de 10 teleoginas empleado como control 
se sumergió en agua destilada. Luego de esto, las 
7.!!.6.".()(+)/+6'(*".!',)+,)$.M.()/+)H+"!*4)-M.,/')
cada espécimen por el dorso con cinta doble faz, 
y se ubicaron en una estufa de incubación con 
convección natural a 28°C y 80% de humedad.
Los individuos muertos y el grado ovoposición 
de cada una de las teleoginas se registró 
diariamente. De esta manera, las garrapatas que 
murieron en las primeras 24 horas post-inmersión 
conformaron el grupo de individuos susceptibles 
.&) '!7.,'E'(E'!./'4) N+!*-$.,/') &.) 1%+!"+) .&) ,')
presentar reacción de movimiento al estimular las 
patas o el rostro. Las que tuvieron una ovoposición 
completa a los 14 días conformaron el grupo de 
individuos resistentes y aquellas teleoginas que 
no ovopositaron o tuvieron una ovoposición 
incompleta a los 14 días conformaron el grupo de 
*,/*N*/%'()1+/*.,.1+,"+) !+(*("+,"+() =<.E-) et al., 
2007). Terminada la prueba, a cada espécimen se 
le practicó una incisión longitudinal para lavar 
el exceso de sangre bovina con agua ultrapura, 
depositando la muestra en tubos Eppendorf con 
alcohol al 70% y almacenando a -20°C hasta su 
procesamiento.
Pruebas moleculares para detección de la mutación 
puntual
La extracción del ADN se realizó mediante el 
método de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, 
empleando el protocolo descrito por Díaz (2012). 
O"*&*@.,/') &'() 6!*1+!() /+($!*"'() 6'!) <.E-) et al., 
=BCCPQ4) (+) .16&*-$0) +&) E!.71+,"') /+) *,"+!9() +,) +&)
gen Est9, para el derecho 5’-AGC ATC GAC CTC 
TCG TCC AAC-3’ y para el izquierdo 5’-GTC GGC 
ATA CTT GTC TTC GAT G-3’.
I.) .16&*-$.$*0,) /+&) E!.71+,"') 1+/*.,"+) HRS)
se realizó en un termociclador PTC-100 con una 
1+@$&.)/+)L)61'&)/+)$./.)$+K./'!4)BCC)T8)/+)$./.)
dNTP, 1.5 mM de MgCl2, 1 unidad de Taq DNA 
polimerasa, 1X de buffer PCR, 100 ng de ADN y 
.7%.)/+(*',*@./.)6.!.)%,)N'&%1+,)-,.&)/+)BC)TI)
por reacción. Una reacción sin adición de ADN 
6&.,"*&&.4) (*!N*0) $'1') $',"!'&) ,+7."*N'A) U&) 6+!-&)
térmico consistió de una desnaturación previa 
a 95°C por 5 minutos, seguida de 38 ciclos con 
periodos de desnaturación a 95°C por 1 minuto, 
anillamiento a 60°C por 1 minuto y extensión a 
PBVR)6'!)W)1*,%"'4)$',)%,.)+:"+,(*0,)-,.&).)PBVR)
6'!) X) 1*,) =<.E-) et al., 2007). Los amplicones se 
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 
1.5%, durante 1.5 horas a 80 voltios en TBE 0.5X, 
teñido con bromuro de etídio.
I.) /+"+$$*0,) /+&) 6'&*1'!-(1') (+) &&+N0) .) $.K')
1+/*.,"+) +&) 6!'$+/*1*+,"') /+) H'&*1'!-(1'() /+)
Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP), 
utilizando la endonucleasa EcoRI que reconoce 
la secuencia GAATTC como punto de corte. La 
digestión se realizó preparando una solución con 
WC)T&)/+&)6!'/%$"')/+)HRS4)K%EE+!)/+)!+.$$*0,)WY4)
5 unidades de EcoRZ);)N'&%1+,)(%-$*+,"+)/+).7%.)
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%&"!.6%!.) G.(".) $'16&+".!) BC) T&A) U(".) ) 1+@$&.) (+)
incubo a 37°C x 3 horas y se analizó por electroforesis 
en gel de agarosa al 2.5% durante 1.45 horas en TBE 
0.5X a 80 voltios teñido con bromuro de etídio para 
ser observado bajo luz ultravioleta (Diaz, 2012). 
Los resultados obtenidos se analizaron mediante 
la prueba exacta de Fischer para comparación de 
proporciones independientes, tomando como 
,*N+&)/+)(*7,*-$.,$*.)6.!.)+&).,?&*(*()%,)+!!'!).&E.)
inferior al 1% (p<0.01).
Resultados y discusión 
Cuarenta y cinco teleoginas se sometieron a la prueba 
de inmersión en solución de ethion, resultando 13 
de ellas susceptibles (28,9%), 28 medianamente 
resistentes (62,2%) y cuatro resistentes (8,9%), 
determinando fenotípicamente un nivel de 
resistencia hacia el acaricida organofosforado del 
71,1%.  
Luego de realizar el proceso de extracción, se 
logró aislar en tres muestras susceptibles,  24 
medianamente resistentes y cuatro resistentes una 
$.,"*/./) (%-$*+,"+) /+)  23) 6.!.) .16&*-$.!) +&)
fragmento de 372 pb del gen Est9, como se puede 
'K(+!N.!)+,)&.)-7%!.)WA)H'("+!*'!1+,"+)&.)/*7+("*0,)/+)
cada una de las muestras con la enzima de restricción 
EcoRZ)6+!1*"*0)'K(+!N.!)6'&*1'!-(1'()+,)[C)/+)&'()
productos analizados mediante el procedimiento de 
RFLP. Se diferenciaron claramente tres genotipos, 
$'1')(+)1%+("!.)+,)&.)-7%!.)B\)>'1'$*7'"'),."%!.&)
(SS), correspondiente a individuos susceptibles, en 
cuyo ADN no se presenta la sustitución de guanina 
por adenina y por lo tanto no hay  reconocimiento 
por la endonucleasa, manteniéndose completo el 
fragmento de 372 pb que se visualiza como una 
sola banda en el gel de electroforesis. Homocigoto 
mutante (RR), genotipo presente en individuos 
resistentes en los cuales se registra la mutación y 
se forma la secuencia de corte reconocida por la 
enzima EcoRI, generando dos fragmentos, uno de 
300 pb y otro de 72 pb que se visualizan como dos 
bandas en el gel de electroforesis. Heterocigoto (RS), 
presente en individuos medianamente resistentes, 
&'() $%.&+()1.,*-+(".,) &'() /'() .&+&'() /+&) 7+,4) %,')
natural y otro mutante, visualizando en el gel de 
electroforesis tres bandas de 372, 300 y 72 pb.
  
Figura 1. Fragmentos de 372 pb del gen Est9 obtenidos 
por PCR, visualizados en gel de agarosa al 1.5% teñido 
con bromuro de etidio.
Figura 2. Fragmentos de restricción generados por la 
digestión con la enzima EcoRI, visualizados en gel de 
agarosa al 2.5% teñido con bromuro de etidio.
RS = Heterocigoto; 
SS = Homocigoto natural; 
RR = Homocigoto mutante. 
8%+("!.()B]4)WL4)WC)WW4)W^\)1%+("!.()$',"!'&)(*,)/*7+!*!)
con EcoRI.
El análisis de los resultados obtenidos con el 
procedimiento de RFLP permitió calcular las 
frecuencias alélicas y genotípicas de los 30 
individuos, como se observa en la tabla 1. Así, 
todas las teleoginas susceptibles presentaron el 
genotipo homocigoto natural (SS), mientras que 
las medianamente resistentes presentaron una 
frecuencia muy baja. El genotipo heterocigoto (RS) 
tuvo una frecuencia bastante alta en las teleoginas 
medianamente resistentes y el genotipo homocigoto 
mutante (RR) se encontró en todas las garrapatas 
resistentes. En individuos medianamente resistentes 
la frecuencia del genotipo mutante fue más alta que 
la del genotipo susceptible.
I"&U*%/*&'3*_(/&$";2*%2*%'*.%2*<)/=*5%* 7*+"$ -#'()
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La tasa del 100% encontrada tanto del alelo natural 
(S) en las teleoginas susceptibles como del alelo 
mutante (R) en las teleoginas resistentes, sugiere 
una posible asociación entre el alelo mutante y el 
fenotipo resistente. Se observa de igual forma un 
desequilibrio entre las frecuencias genotípicas y 
.&9&*$.(4)1.,*-+("')6'!)+&)1.;'!)6'!$+,".M+)/+&).&+&')
mutante (53,3%) y menor del alelo natural (46,7%), 
denotando selección de los individuos portadores 
del alelo mutante,  lo cual resultará en un aumento 
de garrapatas resistentes al ethion. 
El análisis de asociación entre fenotipo y genotipo 
a través de la prueba exacta de Fisher, permitió ver 
como de 27 muestras de individuos con algún nivel 
de resistencia al organofosforado, solamente dos 
no fueron digeridas por la enzima de restricción, 
mientras que las tres pertenecientes a individuos 
susceptibles no fueron digeridas por la enzima 
EcoRI como era de esperar, mostrando diferencias 
.&".1+,"+) (*7,*-$."*N.() =p=0.0022) entre teleoginas 
susceptibles y teleoginas con algún nivel de 
resistencia, lo mismo que una relación directa entre 
el fenotipo y el genotipo (Tabla 2).
Tabla 2. Tabla de contingencia empleada en la prueba 
exacta de Fisher. Se comparan los fenotipos susceptible 
y resistentes (resistentes + medianamente resistentes) 
con el resultado de la prueba RFLP (cortó = presencia de 
fragmento de 372 pb; no cortó = sin fragmento).
Fenotipo
RFLP
Corto No corto Total





Total 25 5 30
Este estudio establece la presencia de una mutación 
en el gen Est9,)5%+)$'/*-$.)6.!.)%,.)$.!K':*&+("+!.(.)
en la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus 
en Colombia, así como los dos alelos relacionados 
por resistencia a organofosforados en individuos 
colectados en campo, mutación que ya había sido 
reportada por primera vez en el país en R. microplus 
resistente a piretroides (Diaz & Vallejo, 2012).
El gen Est9) E%+) */+,"*-$./') 1+/*.,"+) HRS) +,) +&)
68,8% de las muestras que se procesaron para 
extraer ADN. Es posible que la baja concentración 
de ADN obtenido o la presencia de algunos 
inhibidores de la polimerasa no removidos durante 
el proceso de extracción con fenol-cloroformo 
G.;.,) *16+/*/') %,.) .16&*-$.$*0,) +:*"'(.) +,) &.()
muestras restantes.  Sobre esto, Halos et al. (2004), 
Rodríguez et al. (2009) y Hunt (2011) mencionan que 
la cutícula de las garrapatas es bastante dura y debe 
romperse apropiadamente, y que el ADN extraído 
de estos artrópodos puede degradarse en forma 
rápida por razones no conocidas, presentándose 
/%!.,"+)+&)6!'$+(')/+)+:"!.$$*0,);)6%!*-$.$*0,)/+&)
ácido nucleico polisacáridos que inhiben la Taq-
6'&*1+!.(.4) !+/%$*+,/') "'/') +("') &.) +-$.$*.) /+&)
proceso de PCR.
I.) .16&*-$.$*0,) /+&)  23) $',) &'() ) $+K./'!+()
+(6+$#-$'(4) +:6%(') %,) E!.71+,"') /+) [PB) 6K)
semejante al observado en especímenes de R. 
microplus de México, Estados Unidos y Brasil 
(Hernández et al.4)BCCCD)<.E-)et al., 2007; Chen et al., 
2009), correspondiente a una esterasa del grupo de 
las acetilcolinesterasas que es altamente conservada 
+,)+(".)+(6+$*+)/+)?$.!'4) $%;')7+,) E%+) */+,"*-$./')
como EstF) $'/*-$.,"+) /+) %,.) $.!K':*&+("+!.(.)
(Guerrero & Nene, 2008).
Los fragmentos de restricción generados mediante la 
digestión con EcoRI presentaron un patrón de bandas 
+,)$./.)7+,'"*6')(*1*&.!).)&'()+,$',"!./'()6'!)<.E-)
et al. (2007), diferenciándose notoriamente los tres 
genotipos natural, mutante y heterocigoto, a través 
Tabla 1. Frecuencia genotípica y alélica del gen Est9 obtenida luego del proceso de RFLP de las teleoginas, sometidas a 





RFLP - Genotipos Alelos
SS(%) SR(%) RR(%) S R
OP
Susceptibles [_[)`)WCC - - 1 -
Medianamente 
resistentes B_B[)`)^AP W^_B[)`)P^A[ [_B[)`)W[ 0.48 0.52
Resistentes - - L_L)`)WCC - 1
Total X_[C)`)W]AP W^_[C)`)]C) P_[C)`)B[A[ 0.467 0.533
SS= Homocigoto natural; SR= Heterocigoto; RR= Homocigoto mutante; S= Alelo natural; R= Alelo mutante   
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del número de bandas originadas por el proceso de 
digestión con la enzima. La técnica de RFLP permitió 
'K(+!N.!) %,.) .('$*.$*0,) .&".1+,"+) (*7,*-$."*N.)
entre los genotipos natural (SS) y mutante (RR) y los 
fenotipos susceptible y resistente a organofosforados 
respectivamente, con el 100% de los individuos de 
cada grupo fenotípico presentando el respectivo 
genotipo. En los individuos medianamente 
resistentes de igual forma se presentó una alta 
asociación, con el 78,3% mostrando el genotipo 
G+"+!'$*7'"')=aSQA)U(".).('$*.$*0,)(*7,*-$."*N.)+,"!+)
fenotipo y genotipo concuerda con lo encontrado por 
Hernández et alA) =BCCCQ);)<.E-) et al. (2007) quienes 
emplearon también la técnica de RFLP en México y 
Brasil, respectivamente.
Las frecuencias alélicas y genotípicas mostraron un 
porcentaje bajo (16,7%) de individuos portadores del 
genotipo natural de resistencia a organofosforados 
mientras los individuos fenotípicamente resistentes o 
medianamente resistentes, portadores del genotipo, 
relacionado con resistencia presentan un alto 
porcentaje (83,3%). Esta situación en R. microplus, 
cuyo gen EstF) $'/*-$.,"+) /+) &.) $.!K':*&+("+!.(.)
(+) +,$%+,"!.) -M'4) /+,'".) %,) .$+,"%./') 6!'$+(')
/+) (+&+$$*0,) +,) &.() 7.!!.6.".() /+) &.) -,$.) G.$*.)
individuos portadores del alelo mutante (R), que 
$',-+!+) !+(*("+,$*.) /+) "*6')1+".K0&*$') .) .$.!*$*/.()
organofosforados como una respuesta poblacional a 
la presión ejercida por el uso continuo del acaricida, 
1+/*.,"+)+&)1+$.,*(1')/+)/+"':*-$.$*0,)+,@*1?"*$.)
aumentada por esterasas. Este aumento en la 
actividad de la esterasa, por efecto de la mutación 
fue demostrado por Guerrero et al. (2002) en 
especímenes mexicanos de R. microplus, mediante 
pruebas bioquímicas y moleculares.
La información obtenida permite observar que, en 
ganaderías del municipio de Ibagué y  posiblemente 
en el resto de Colombia, se están dando procesos 
de selección en la garrapata Rhipicephalus (B.) 
mciroplus  hacia poblaciones con un alto número 
de individuos portadores del alelo mutante del 
gen Est9, contribuyendo al desarrollo de resistencia 
hacia acaricidas organofosforados en esta especie 
de ectoparásito de los bovinos. No obstante 
dado el conocimiento que se tiene actualmente 
de la intervención de otro tipo de enzimas y de 
1+$.,*(1'() -(*'&07*$'(4) 1+/*./'() "'/'() 6'!)
.&"+!.$*',+()1'&+$%&.!+() +,) (%() 7+,+() $'/*-$.,"+(4)
se requiere continuar con su evaluación en campo 
para disponer de una visión más real de la extensión 
del problema  y poder generar alternativas de control 
que respondan a la situación encontrada.
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